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(57) Abstract 



The invention concerns a peptide for therapeutic or prophylactic treatment of HIV infection, capable of reacting with an antibody 
specific of the HIV virus envelope and derived from a HIV positive patient belonging to the long term non-progressor group, comprising an 
amino acid sequence mimicking an antigen conformational epitope of said virus envelope without however corresponding to a continuous 
sequence of said antigen and capable of containing optionally one of the 1 1 amino acid sequences as specified in the description. The 
invention also concerns a peptide conjugate obtained by combining the peptide with a carrier molecule for reinforcing said peptide 
immunogenicity. The invention further concerns a recombinant vector comprising a functional expression cassette for expressing a 
polynucleotide coding for said peptide. The invention likewise concerns a therapeutic or prophylactic composition for HIV infection, in 
particular for vaccinal use, whereof the principle comprises said peptide, or as the case may be said peptide conjugate and/or a recombinant 
vector coding for said peptide. Finally the invention concerns the use of said peptide as reagent for diagnosing HIV infection and/or the 
proneness of subjects in contact with the virus for rapidly developing AIDS. 



(57) Abreg£ 

Peptide pour le traitement therapeutique ou prophylactique de V infection a HIV, capable de rdagir avec un anticorps specifique de 
Tenveloppe du virus HIV et provenant d'un patient HIV positif appartenant au groupe des "long term non progressor", comprenant une 
sequence en acides aminds qui mime un epitope conformationnel d'un antigene de Tenveloppe dudit virus sans toutefois correspondre 
a une s6quence continue d* acides amines de cet antigene et pouvant contenir au choix Tune des 1 1 sequences en acides amines telles 
que specifies dans V invention. Conjugue* du peptide selon V invention rdsultant de 1' association du peptide a une moldcule porteuse pour 
renforcer rimmunogdnicite* dudit peptide. Vecteur recombinant comprenant une cassette d'expression fonctionnelle permettant 1'expression 
d'un poly nucleotide codant pour un peptide selon P invention. Composition thdrapeutique ou prophylactique de T infection a HIV, notamment 
destine i un usage vaccinal, dont le principe comprend un peptide selon 1' invention, le cas 6ch6ant un conjugue* de ce peptide et/ou un 
vecteur recombinant codant pour ledit peptide. Utilisation d'un peptide selon 1' invention en tant que nSactif pour le diagnostic de 1' infection 
a HIV et/ou de la susceptibility des sujets en contact avec le virus a ddvelopper rapidement un SIDA. 
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Mimotopes du Virus HIV 

Obiet de Tinvention 

La presente invention se rapporte ail traitement et a la prevention du virus HIV et 
notamment a tout peptide mimant de nouveaux epitopes conformationnels d'antigenes 
5 de I'enveloppe du virus HIV et a tout polynucleotide integre dans un vecteur permettant 
I'expression desdit peptides et leur utilisation a des fins therapeutiques, prophylactiques, 
notamment vaccinales, et/ou diagnostiques. 

Domaine de 1'invention 

10 

Le HIV est un virus enveloppe a ARN et represente 1'agent etiologique du syndrome 
d'immunodeficience acquise ou SIDA, dont Tissue est fatale a terme, caracterise par une 
destruction progressive du systeme immunitaire et le developpement concomittant 
defections micro biologiques mettant souvent en cause des germes opportunistes. 

15 

La majorite des individus developpent un syndrome d'immunodeficience acquise 
dans les 10 ann6es qui suivent la contamination. En effet, les reactions immunitaires en 
reponse a I'infection sont tres souvent inadaptees et notamment celles qui sont dirigees 
contre les proteines d'enveioppe en raison meme de la tres grande variabilite du virus 

2 0 resultant de sa grande capacite a se multiplier, a muter et a se recombiner ( Bangham 
C.R.M et al 1997 Lancet 350:1617-1621). La tres grande variabilite du virus HIV permet 
d'echapper au controle par le systeme immunitaire et favorise ainsi la dissemination du 
virus. Cependant, des etudes epidemiologiques recentes ont montre que certaines 
personnes infectees pouvaient contenir leur infection, sans manifestations cliniques 

2 5 apparentes et sans signes biologiques d'immunosuppression pendant des periodes de 
temps superieures £10 annees ( Pilgrim AX et al., 1997, J. Infect. Dis. 176: 924-932). Le 
serum de ces personnes encore appelees "long-term non progressors" revele la presence 
d'anticorps neutralisants contre des isolats primaires de virus HIV ( Pilgrim A.K et al., 1997, 
J. Infect. Dis. 176: 924-932). 

30 

L'enveloppe du virus HIV, issue du produit d'expression du gene Env (gene de 
I'enveloppe), est synthetisee tout d'abord sous la forme d'une glycoproteine Gp160 qui se 
clive ensuite en deux glycoproteines Gp 120 et Gp 41. On retrouve ces 3 proteines a la 
surface des cellules infectees par le HIV. De plus, la Gp 160 et la Gp 120 possedent une 
35 affinite pour la molecule CD4 presente a la surface de certains lymphocytes T, molecule 
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CD4 qui sert de porte d'entree du virus HIV vers Pinterieur de la cellule. Jusqu'a present, 
tres peu d'epitopes accessibles au systeme immunitaire ont ete decrits sur I'enveloppe du 
virus HIV (Burton D.R , 1997 Proc.Natl. Acad. Sci. USA 94: 10018-10023). 

5 II existe done un besoin dans la caracterisation de nouveaux epitopes de I'enveloppe 

du HIV. 

II existe aussi un besoin a identifier des epitopes de I'enveloppe qui soient 
inducteurs d'anticorps neutralisants, ou en d'autres termes qui soient capables de reduire 
10 ou de supprimer la dissemination virale. 

II existe egalement un besoin d'identifier une composition pharmaceutique 
permettant de traiter efficacement ou de prevenir Tinfection a virus HIV. 

15 Enfin il existe aussi un besoin de developper des reactifs rentrant notamment dans 

la composition de kits immunologiques qui permettent de distinguer notamment parmi les 
personnes infectees celles qui sont le plus resistantes a I'infection ou "long-term non 
progressor" et de tester, par exemple I'efficacite de nouveaux vaccins par leur capacite a 
induire des anticorps neutralisants. 

20 

Resume de ['invention 

La presente invention vise a pallier ces besoins en identifiant de nouvelles structures 
peptidiques pour le traitement therapeutique ou prophylactique de 1'infection a virus HIV 

2 5 a partir de ('utilisation d'une banque combinatoire d'anticorps provenant de patients HIV 
positif et appartenant au groupe des "long term non progressor". A cet effet, "invention 
concerne toute structure peptidique capable de reagir avec un anticorps specifique d'un 
antigene de I'enveloppe du HIV provenant, par exemple, d'un banque combinatoire 
d'anticorps obtenu a partir de lymphocytes de patients HIV positif et appartenant au 

30 groupe des "long term non progressor", comprenant une sequence en acides amines qui 
mime un epitope conformationnel de I'enveloppe dudit virus sans toutefois correspondre 
a une sequence continue d'acides amines de cet antigene. 

La selection de mimotopes au moyen d'anticorps recombinants provenant de 
35 patients HIV positif et appartenant au groupe des "long term non progressor" presente 
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Favantage d'identifier de nouveaux epitopes inducteurs d'anticorps neutralisants qui 
soient efficaces dans la protection contre des isolats primaires de virus HIV 

La presente invention concerne egalement tout vecteur recombinant 
5 comprenant une cassette d'expression fonctionnelle permettant I'expression d'un 
polynucleotide codant pour un peptide repondant aux criteres definis ci dessus. 

La presente invention concerne aussi une composition therapeutique ou 
prophylactique du virus HIV, notamment destine a un usage vaccinal, dont le principe 
10 actif comprend un peptide repondant aux criteres definis ci dessus et/ou un vecteur 
recombinant codant pour ledit peptide. 

Enfin la presente invention concerne aussi 

- ['utilisation d'un peptide repondant aux criteres definis ci dessus en tant que reactif 
15 pour le diagnostic du virus HIV permettant notamment d'identifier les sujets en contact 

avec le virus plus resistants a ['infection, ledit diagnostic comprenant revaluation, d 
partir d'un echantillon de sang, de la reponse humorale et/ou a mediation cellulaire 
specifique de ce peptide. 

- Tutilisation d'un peptide repondant aux criteres definis ci dessus et/ou d'un vecteur 
20 recombinant codant pour ledit peptide pour la preparation d'une composition 

therapeutique ou prophylactique destinee au traitement ou a la prevention de 
I'infection par le virus HIV. 

2 5 Description de I'invention 

Dans le contexte de la presente invention, differents termes employes sont ci-apres 
definis: 

30 "Par peptide" on entend une sequence d'au moins 6 acides amines lies entre eux 

par une liaison peptidique obtenu par synthese chimique ou par des techniques de 
recombinaison genetique, de preference entre 6 et 100 acides amines et notamment 
entre 20 et 80 acides amines. 

3 5 "Par antigene de I'enveloppe du HIV on entend toute entite moleculaire qui se lie £ 
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un anticorps specifique de tout produit issu du gene env, comprenant notamment la gp 
160 sous forme naturelle ou recombinante, ses derives constitues par la gp41 et la gp 
120 pouvant egalement etre sous forme naturelle ou recombinante et les produits issus 
de la combinaison desdites molecules. 

"Par epitope conformationnel" on entend une structure tridimensionnelle qui permet 
son positionnement dans le site de liaison specifique d'un anticorps, a la fa$on d'une clef 
dans une serrure, et qui est representee par une sequence d'acides amines qui ne 
correspond pas a une sequence continue en acides aminees de la proteine contre 
laquelle est dirige cet anticorps. De preference, cette sequence en acides amines de 
('epitope conformationnel n'est pas homologue a une sequence continue en acides 
amines de la proteine naturelle ou recombinante, I'homologie etant definie par la 
combinaison de deux criteres: 

- le critere d'identite des acides amines determine par le rapport entre le nombre 
d'acides amines d'un peptide seion invention qui sont identiques a ceux d'une 
sequence de meme taille portee par la proteine naturelle ou recombinante, et le 
nombre total d'acides amines dudit peptide. De preference I'identite en acides 
amines ne depassera pas de preference 50%, voire 60% ou 70% ou 80% ou meme 
90%. 

- Le critere d'enchainement determine par le rapport entre le nombre d'acides amines 
d'un peptide selon ('invention qui sont a la fois identiques et se trouvent a la meme 
position d'enchainement que ceux d'une sequence de meme taille portee par la 
proteine naturelle ou recombinante, et le nombre total d'acides amines dudit peptide. 
De preference I'identite d'enchainement ne depassera pas 70 a 80%. 

" Par long term non progressor" on entend des sujets HiV positifs caracterises sur le 
plan clinique, en ce qu'ils ne developpent de SIDA depuis qu'ils sont contamines avec un 
recul d'au moins dix annees, sur le plan biologique, en ce qu'ils ne montrent pas de 
signes d'immunosuppression avec notamment un taux de lymphocytes T CD4 
superieurs a 600/mm 3 et enfin ne recevant pas de traitement antiviral particulier. 

"Par mimotope" on entend un epitope qui mime la structure tridimensionnelle d'un 
autre epitope en se fixant sur le site de liaison specifique du meme anticorps 



CDR3" on entend la region hypervariable d'enchainement en acides amines de 
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la chame lourde et legere des immunoglobulins et qui se situe au niveau du site 
d'interaction specifique avec I'epitope. 

"Par conjugue" on entend ('association du peptide tel que defini dans I'invention a 
toute autre molecule, par des procedes physiques ou chimiques, ayant pour vocation 
d'induire ou de renforcer I'immunogenicite du peptide de depart. 

"Par immunogenicite" on entend la capacite d'une entite moleculaire, apres 
inoculation a un mammifere, a induire une production d'anticorps specifiquement dirige 
contre cette entite. 

"Par polynucleotide" on entend soit une sequence d'ARN, soit une sequence d'ADN, 
soit une sequence d'ADNc resultant de la transcription inverse d'une sequence d'origtne 
naturelle ou de synthese, avec ou sans bases modifiees. 

"Par voie muqueuse", on entend un mode d'administration qui met en contact 
directement la composition pharmaceutique avec les differents types de muqueuses de 
I'organisme. 

"Par voie parenterale", on entend un mode d'administration qui met directement en 
contact la composition pharmaceutique avec les tissus ou organes interne de 
I'organisme. 

[.'invention vise done tout peptide qui mime un epitope conformationnel d'un 
antigene de I'enveloppe du HIV et qui est reconnu par un anticorps obtenu a partir d'un 
patient "long term non progressor" et specifique de cet antigene. Un peptide selon 
I'invention peut etre represente avantageusement par Tune des 1 1 sequences telle que 
suit 



SEQ ID NO : 1 



Phe Asn Leu Thr His Phe Leu 



SEQ ID NO : 2 



Glu Gly Trp His Ala His Thr 
Lys Leu Asn Trp Met Phe Thr 
Ser Thr Asn Trp Met Phe Thr 



SEQ ID NO : 3 



SEQ ID NO : 4 



SEQ ID NO : 5 



Ala Met Pro Leu Pro Tyr Thr Phe 



SEQ ID NO : 6 



SEQ ID NO : 7 



Asp Ser His Thr Pro Gin Arg 
Val Ser Phe Thr Pro Ser Phe 
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SEQ ID NO : 8 



His Ala Ala Leu Ser Met Asn Thr His Ala Leu Met 



SEQ ID NO : 9 



Ala Trp His Glu Ser Arg Ala 

Phe Lys Thr Ala Tyr Pro Thr 

Ser His Ala Leu Pro Leu Thr Trp Ser Thr Ala Ala 



SEQ ID NO: 10 



SEQ ID NO : 11 



A partir d'une banque combinatoire d'anticorps obtenue notamment £ partir 
du sang peripherique d'un sujet ayant et§ infecte par le virus HIV et appartenant au 
groupe des "long-term non progressors", caracterise en ce que ledit sujet 
appartenant a ce groupe est asymptomatique sur le plan clinique depuis au moins 
10 ans et ne montre pas de signes biologiques d'immunosuppression avec 
notamment un taux de lymphocytes T CD4 superieur a 600/mm 3 , et d'une librairie 
synthetique de peptides, on peut identifier, par le biais de mimotopes, de nouveaux 
epitopes conformationnels presents sur I'enveioppe du HIV, notamment des 
epitopes qui peuvent se situer en dehors de la boucle V3, comme par exemple des 
epitopes se situant dans la region du site de liaison au recepteur CD4 , des 
epitopes chevauchant la boucle V2 et le site de liaison au recepteur CD4 ou meme 
des epitopes chevauchant les regions C2, C3 et V4 de la Gp120 ou des epitopes 
se situant dans les regions non immunodominantes de la Gp 41 (clusters I et II). 
L'identification de ces mimotopes necessite pour leur mise en ceuvre un processus 
technologique sophistique, a savoir: 

-la constitution d'une librairie combinatoire d'anticorps suffisamment complexe pour 
refleter au mieux le repertoire naturel en anticorps d'un individu, et de fagon 
avantageuse le repertoire en anticorps d'un individu infecte par le HIV et 
appartenant au groupe des "long-term non progressors"; 

-la selection au sein de cette banque, d'anticorps recombinants specifiques 
d'antigenes de I'enveioppe du HIV, notamment exprimes par la Gp160, la Gp120, la 
Gp41 pouvant etre sous forme de proteines naturelles ou recombinantes, 
glycosylees ou deglycosylees, monomeriques ou multimeriques ou enfm combinees 
entre elles ou non. La selection des anticorps recombinants specifiques comprend 
de fa?on preferentielle une etape supplemental consistant en la mesure de 
I'activite neutralisante de ces anticorps recombinants vis a vis de 1'infection virale 
mediee notamment par un ou plusieurs isolats primaires du virus HIV. On retiendra 
de fa?on preferentielle les anticorps recombinants specifiques et neutralisants de 
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plusieurs isolats primaires du virus HIV. 

-la selection de peptides specifiques des anticorps recombinants, a partir d'une 
librairie synthetique aleatoire de peptides obtenue par recombinaison moleculaire, la 
dite selection pouvant se faire par ELISA ; 

-la caracterisation de ces peptides comme etant des mimotopes d'epitopes 
conformationnels du HIV en ce qu'il n'y a pas de correspondance entre la sequence 
en acides amines dudit peptide avec une quelconque sequence continue en acides 
amines retrouvee dans les proteines de I'enveloppe du HIV d'une part et d'autre 
part en ce que ce peptide est capable d'inhiber Interaction de I'anticorps 
recombinant avec le produit du gene env qui a servi a la selection dudit anticorps 
recombinant. 

On peut egalement proceder a la transformation des lymphocytes provenant 
d'un patient "long term non progressor" en utilisant, par exemple le virus d'Epstein 
Barr (EBV) pour la selection de nouveaux anticorps monoclonaux specifiques de 
I'enveloppe du HIV. Le procede de transformation lymphocytaire est bien connu de 
I'homme de metier et aboutit, apres plusieurs cycles de selection contre I'antigene 
d'interet a I'obtention des clones lymphocytaires transformes et immortels, chaque 
clone produisant un seul type d'anticorps monoclonal. Ces anticorps monoclonaux, 
comme les anticorps recombinants issus de la banque combinatoire peuvent etre 
egalement testes pour leur activite neutralisante contre differents isolats primaires 
du HIV avant d'etre utilises pour la selection de peptides mimotopes de I'enveloppe 
du HIV. 

Pour induire ou plutot renforcer I'immunogenicite du peptide mimant un 
epitope conformationnel du HIV, la presente invention a egalement pour objet des 
peptides comprenant une repetition (2 ou plus) du peptide conforme a Tinvention. 
Notamment, I'accouplement des deux peptides identiques peut se faire au besoin 
par le biais d'un bras espaceur intercalaire constitute par I'enchainement en acides 
amines Gly Pro Gly. 

^invention concerne egalement une combinaison de differents peptides 
conformes a I'invention, ainsi qu'a des peptides comprenant a la fois des repetitions 
et des combinaisons. 
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Dans de tels cas, les peptides peuvent etre joints par des liaisons covaientes 
ou des liaisons non covaientes. Par exemple, on peut citer avantageusement la 
methode developpee par Posnett et al ( J. Biol. Chem. (1988) 263: 1719) qui 
n'altere pas la structure tridimensionnelle de Pepitope ou des epitopes porte par le 
peptide et aboutit a la formation de multimeres du meme peptide ou de peptides 
differents. 

Dans le cadre notamment des preparations antigeniques et des formulations 
vaccinates qui sont decrites ci-apres, on peut aussi preferer conjuguer par liaison 
covalente les peptides de I'invention a des molecules immunogenes usuellement 
utilisees pour rendre immunogene les peptides de petite taille. 

Les peptides selon I'invention peuvent ainsi etre conjugues aux proteines 
immunogenes connues telles que les serum albumines, thyroglobuline, ovalbulmine, 
gelatine, haemocyanine (e.g. Keyhole Limpet Haemocyanin KLH), seroglobulines, 
anatoxine tetanique, anatoxine diphterique, proteines de membranes externes de 
bacteries, etc, mais on peut aussi preferer conjuguer les peptides a des epitopes "T 
helper" parmi lesquels on choisit notamment les epitopes "T helper" du HIV , par 
exemple les epitopes T1 et p24E tels que decrits dans WO 94/29339 (Connaught). 
Les reactions de conjugaison avec lesdits epitopes "T helper" du HIV nous 
permettent d'obtenir des composes dont I'enchainement sequentiel est p24E-GPG- 
X-GPG-T1 ou: 

-p24E symbolise la sequence d' acides amines de I'epitope p24E, ladite sequence 
etant placee du cote N terminate du peptide selon I'invention; 
-GPG symbolise I'enchainement glycine-proline-glycine; 

-X symbolise le peptide d'interet selon I'invention qui peut-etre au besoin le produit 
de la combinaison de plusieurs sequences d'acides amines identiques ou 
differentes conformes a Tinvention; 

-T1 symbolise la sequence d'acides amines de I'epitope T1, ladite sequence etant 
placee du cote C terminate du peptide selon I'invention; 

on peut citer les composes comprenant les sequences 

Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg 
Phe Tyr Lys Gly Pro Gly Lys Leu Asn Trp Met Phe 



Parmi ces composes 

12 a 14 

SEQ ID NO: 12 
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Thr Gly Pro Gly Lys Leu Asn Trp Met Phe Thr Gly 
Pro Gly lys Gin lie He Asn Met Trp Gin Glu Val Glu 
Lys Ala Met Tyr Ala 

5 SEQ ID NO : 13 Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg 

Phe Tyr Lys Gly Pro Gly Ser Thr Asn Trp Met Phe 
Thr Gly Pro Gly Ser Thr Asn Trp Met Phe Thr Gly 
Pro Gly lys Gin lie lie Asn Met Trp Gin Glu Val Glu 
Lys Ala Met Tyr Ala 

10 

SEQ ID NO : 14 Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg 

Phe Tyr Lys Gly Pro Gly Phe Asn Leu Thr His Phe 
Leu Gly Pro Gly Phe Asn Leu Thr His Phe Leu Gly 
Pro Gly Lys Gin lie lie Asn Met Trp Gin Glu Val Glu 
1 5 Lys Ala Met Tyr Ala 

Ces conjugues peuvent eux-memes etre greffes sur une ossature 
ramifiee de lysine de fagon a obtenir des polymeres desdit conjugu6s 
sous une forme ramifiee telle que decrite dans WO 94/29339 (Connaught) 
le contenu technique dudit brevet etant incorpore par reference dans Tobjet 
20 de I'invention. 

Les techniques de conjugaison sont aussi parfaitement connues de 
I'homme de Tart On peut recourir par exemple aux agents 
heterobifonctionnels tels que SPDP, carbodiimide, glutaraldehyde, systeme 
25 biotine/avidine, etc. 

On peut aussi coupler les peptides a des lipopolysaccharides, 
polysaccharides, glycopeptides, analogues du muramyl peptide, acides gras, 
etc. De preference, on effectue le couplage d'un peptide avec un acide gras 
30 du type palmitoyl-lysine tel que decrit dans EP 491628 (Biovector) ou (Pam)3 

Cys-Ser tel que decrit dans EP547681 (Merck), par exemple, le contenu 
technique desdits brevets etant incorpore par reference dans I'objet de 
Tinvention. 

35 Les methodes pour lier de maniere operationnelle des peptides 
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individuels par des chames laterales portant des residus d'acide amine, afin 
de former un conjugue immunogene, par exemple un polymere 
polypeptidique ramifie, sont aussi bien connues de I'homme de Tart. Par ces 
methodes, on cherche a etablir des liaisons sur differentes chames laterales 
par un ou plusieurs types de groupes fonctionnels afin d'obtenir une 
structure dans laquelle les structures peptidiques sont liees par covalence 
tout en etant separees par au moins une chatne laterale. Comme groupes 
fonctionnels, on peut citer les groupes amines epsilon, les groupes beta- ou 
gamma-carboxyliques, les groupes thiol (-SH) et les cycles aromatiques (par 
exemple tyrosine et histidine). Des methodes pour lier des polypeptides a 
I'aide de ces groupes fonctionnels sont decrits dans Erlanger (1980 Method 
of Enzymology, 70 : 85), Aurameas et al., (1978 Scand. J. Immunol., Vol.8 ( 
suppl. 7, 7-23) et US-A-4 193 795. En outre, il est egalement possible de 
mettre en oeuvre une reaction de couplage dirigee telle que decrite dans 
Rodwell et al., (1985 Biotech 3, 889-894). Les peptides peuvent egalement 
etre modifies pour . incorporer des bras d'espacement tels que 
hexamethylene diamine ou d'autres molecules bi-fonctionnelles de tallies 
similaires. 

Les peptides peuvent etre egalement formules avec de I'alum, du 
monophosphoryl Lipid A, pluronics, SAF1, Ribi, trehalose-6,6-dimycolate ou 
autres composes immunostimulants connus de Thomme de Tart pour 
accroitre I'immunogenicite du peptide auquel ces composes sont lies. 

Neanmoins toutes ces methodes de conjugaison, de modification , 
de repetition ou de combinaison de peptides conformes a I'invention doivent 
respecter au mieux la conformation originelle du peptide. 

La presente invention a aussi pour objet les fragments d'ADN codant 
pour les peptides selon Invention et pouvant etre utilises pour produire les 
peptides par expression de la sequence d'ADN dans un systeme 
d'expression approprie. En tenant compte de la degenerescence du code, 
I'homme de I'art est parfaitement a meme de determiner les differentes 
sequences d'ADN aptes a coder pour les differents peptides conformes a 
invention. 
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Selon un premier aspect de ('invention, le systeme d'expression est 
un systeme d'expression in vitro pour la production des peptides en vue de 
leur utilisation ulterieure, e.g. comme reactif de diagnostic, comme 
composant antigenique ou comme composant vaccinal. De tels systemes ou 
vecteurs d'expression in vitro sont parfaitement connus de I'homme du 
metier et Ton peut citer a titre d'exemple les bacteries telles que E. coli t les 
cellules eucaryotes telles que les levures, notamment S. cerevisiae, le 
baculovirus, notamment propage sur cellules d'insectes, etc. 

L'invention a done aussi pour objet une cassette d'expression 
comprenant un tel fragment d'ADN et des sequences regulatrices 
permettant ('expression de ce fragment d'ADN dans un systeme 
d'expression in vitro approprie. 

Selon un deuxieme aspect de I'invention le systeme d'expression est 
un systeme d'expression in vivo pour generer chez le patient traite une 
reaction immunitaire, de preference protectrice. En d'autres termes, le 
systeme d'expression, qui peut etre replicatif ou non replicatif, va exprimer le 
peptide in vivo. L'homme du metier a a sa disposition de tels systemes. A 
titre d'exemples preferes, on peut citer les plasmides, notamment plasmides 
nus, e.g. selon WO-A-90 11092, WO-A-93 19813, WO-A-94 21797 et WO- 
A-95 20660, les poxvirus , tels que le virus de la vaccine et les pox aviaires 
(fowlpox. pigeonpox, canarypox, etc.), les adenovirus, etc. 

^invention a done aussi pour objet des cassettes d'expression 
comprenant un tel fragment d'ADN et les moyens de regulation de 
('expression dans le systeme d'expression choisi. Elle a aussi pour objet le 
systeme d'expression ou vecteur d'expression, comprenant une telle 
cassette d'expression, en particulier plasmide, poxvirus, adenovirus, comme 
vu ci-dessus. 

Linvention enfm a pour objet I'utilisation des phages exprimant le 
peptide d'interet ou une combinaison de phages exprimant les peptides 
d'interet comme reactif de diagnostic, comme composant antigenique ou 



WO 99/66046 



12 



PCT/FR99/01409 



vaccinal. 

^invention se rapporte egalement a I'utilisation d'au moins un 
peptide conforme a I'invention en association ou non avec au moins un 
vecteur recombinant conforme a Tinvention pour fa preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a guerir d'une affection 
liee au virus HIV. Une composition selon I'invention peut comprendre des 
preparations pouvant etre sous forme de cremes, de poudres lyophilisees ou 
non, de solutions, de suspensions, pour des administrations par voie 
muqueuse telle que oral, nasal, rectal, genital, cutanee, par exemple. Pour 
des administrations parenterals telle que intra dermique, sous cutanee, 
intra musculaire, intra veineuse, intra arteriel, intra lymphatique ou intra 
peritoneale, par exemple, les preparations injectables steriles pourront etre 
selon les cas sous forme de solutions, de suspensions ou d'emulsions. 
Outre le ou les principes actifs, conforme a i'objet de ('invention, les 
preparations pourront contenir des excipients et/ou des agents stabilisants 
adaptes au mode d'administration. 

Les preparations destinees a un usage vaccinal pourront egalement 
contenir des adjuvants ou etre incorporees dans des systemes de deiivrance 
compatibles avec un usage en medecine humaine. On peut rapporter 
notamment I'usage des adjuvants comme I'Alum ( phosphate d'aluminium 
phosphate ou hydroxyde d'aluminium ou le melange des deux) incorpore de 
fa?on ciassique dans les vaccins, I'adjuvant incomplet de Freund, le lipide A 
monophosphoryle (MPL), QS21, Polyphosphazene, muramyi dipeptide 
(MDP) ou ses derives, I'usage de systeme de deiivrance de Tantigene 
comme les emulsions (MF59, SAF1, RiBI, SB 62, SB 26 ), les ISCOMS, les 
liposomes, les microspheres composees de polymeres de PLGA de 
diametre bien calibre, ou eventuellement les pseudo virions. 

Les doses et voies d'administration de ces compositions 
pharmaceutiques seront determinees en prenant en compte la nature de la 
composition, le niveau d'expression du peptide d'interet par le vecteur 
recombinant s'il est inclus dans la preparation, de Tage, du sexe et du poids 
de Tindividu recevant la preparation. II sera egalement tenu compte de 
I'importance relative de la molecule porteuse dans le conjugue s'il est inclus 
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dans la composition . 

Compte tenu de tous ces facteurs qui sont connus et apprecies par 
rhomme du metier, les doses de peptides administrees pourront atteindre 1 
a 5 mg mais plus generalement se situeront entre 5\ig et 1 mg par injection, 
de preference 50 a 500pg. Le vecteur recombinant codant pour le peptide 
d'intferet pourra etre administre ou utilise pour transfecter ou infecter les 
cellules d'interet a une dose minimale de 10 3 ' 5 unites infectantes (pfu ou 
plaque forming unit). De fa?on preferentielle, le vecteur recombinant sera 
utilise dans une echelle de dose allant de 10 4 a 10 10 pfu en fonction de 
I'efficacite d'expression du peptide par ce vecteur et notamment dans une 
echelle de dose ailant de 10 6 £ 10 9 pfu, par exemple. Lorsque la composition 
pharmaceutique comprend plusieurs vecteurs recombinants codant pour des 
peptides d'interet differents, il est bien entendu que ces memes echelles de 
doses pourront etre appliquees a ces combinaisons. L'homme de I'art pourra 
se referer aux protocoles et essais cliniques utilisant des preparations a 
base de vecteurs recombinants, notamment les pox virus recombinants, les 
adenovirus recombinants, deja realises chez rhomme pour convenir du 
nombre approprie de pfu que doit renfermer la composition pharmaceutique. 

Lorsque la composition pharmaceutique comprend un plasmide 
contenant le systeme d'expression du peptide d'interet, il sera pris en 
compte dans le dosage de cette composition le niveau de reponse immune 
que cette composition est capable d'induire qui doit etre au moins egale a 
celle du. peptide intact ou modifie et/ou du niveau d'expression du peptide 
induit par le plasmide dans les cellules de I'organisme qui doit approcher le 
plus possible celui obtenu par les vecteurs recombinants deja cites. Par 
exemple, les quantites de plasmides contenus dans les compositions 
pharmaceutiques pourront se situer dans des echelles allant de 1pg d 
100mg, de fa?on preferentielle entre 0,1 mg a 10mg . L'homme de I'art 
pourra se referer aux protocoles et essais cliniques deja realises chez 
Thomme, utilisant des preparations d'ADN plasmidique pour convenir de la 
dose de plasmide que doit renfermer la composition pharmaceutique. 
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Pour la prevention de I'infection a HIV, la composition 
pharmaceutique pourra etre administree en une seule fois ou a plusieurs 
reprises pour atteindre le niveau de reponse desiree comprenant notamment 
le niveau et la qualite de la reponse anticorps specifique et/ou a mediation 
ceilutaire specifique desiree, et caracteris&e en ce quelle garantie la 
protection de flndividu vis a vis d* une contamination accidentelle. Pour 
atteindre cet object'rf il pourra etre necessaire, outre la composition de la 
preparation, la voix d'administration choisie, de respecter les delais impartis 
entre chaque injection, qui peuvent etre de fa?on preferentielle de 1 mois, 2 
mois ou 6 mois et/ou de faire usage de fa?on combinee ou alternee pendant 
la duree du protocole medical, notamment vaccinal, de compositions 
pharmaceutiques differentes se rapportant au peptide, au vecteur 
recombinant, au plasmide d'interet ou meme aux phages exprimant le ou les 
peptides d'interet que I'homme de Tart est capable de maitriser. II pourra etre 
egalement necessaire pour maintenir le niveau de protection de pratiquer 
des injections de rappel a intervalles reguliers. 

Pour le traitement de I'infection liee au HIV, la composition 
pharmaceutique, notamment vaccinale, pourra etre administree en une 
seule fois ou a plusieurs reprises et de fa?on pouvant etre tres rapprochees, 
notamment dans des delais inferieurs a une semaine, pour atteindre le 
niveau de reponse desiree, notamment celui qui permet de constater 
I'absence du virus HIV dans le sang par le test PCR. Au besoin, la 
composition pharmaceutique comprenant le peptide, le vecteur, le plasmide 
d'interet. ou meme aux phages exprimant le ou les peptides d'interet pourra 
etre associe ou utilise en alternance avec les traitements conventionnels de 
cette affection, comprenant notamment les mono, bi ou tri therapie 
antivirale. 

Que ce soit pour la prevention ou le traitement de I'infection a HIV il 
pourra etre egalement utile de recourir a une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs peptides d'interet, le ou les vecteurs 
recombinants d'interet correspondants ainsi que le ou les plasmides d'interet 
ou meme les bacteriophages exprimant le ou les peptides d'interet pour 
stimuler les cellules du systeme immunitaire du patient in vitro ou ex vivo et 
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de les re-injecter ensuite dans I'organisme de I'individu. Cette methodologie 
a notamment ete developpe dans le traitement immunotherapeutique du 
cancer. 

L'invention a pour objet enfin I'utilisation des peptides d'interet en 
tant que reactif pour le diagnostic de I'infection d HIV permettant notamment 
d'identifier les sujets plus resistants a I'infection encore appeles "Long term 
non progressor" ou a ('inverse d'identifier les sujets infectes plus 
susceptibles de developper un SIDA rapidement. Pour la premiere fois des 
nouveaux epitopes conformationels de I'enveloppe du HIV ont ete definis. 
On peut done utiliser ces peptides, a des fins diagnostiques, pour 
rechercher preferentiellement des anticorps neutralisants d'isolats primaires 
du HIV, qui, tres souvent reconnaissent des epitopes conformationnels et 
permettre ainsi de distinguer les individus "Long term non progressor" ( 
possedant des anticorps neutralisants) de ceux qui sont susceptibles 
d'evoluer rapidement vers un SIDA si aucun traitement, notamment anti-viral, 
n'est mis en place rapidement ( ne possedant pas d'anticorps neutralisants). 

La presente invention a done aussi pour objet une methode de 
diagnostique de I'infection a HIV et/ou de susceptibilite des sujets infectes a 
developper un SIDA rapidement, la dite methode etant basee 
preferentiellement sur ['analyse de la reponse humorale. Pour I'analyse de la 
reponse humorale on pourra utilisee des methodes immunoenzymatiques, 
radioimmunologiques, ou de western blotting bien connues de Thomme du 
metier, comme par exemple les methodes ELISA, RIA, RIPA ou IRMA. 

Description des figures 

Les figures 1 a 5 represented, en fonction de leur dilution, les courbes de 
fixation des phages exprimant respectivement les sequences peptidiques SEQ ID 
NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11 a un anticorps 
recombinant sp6cifique de la Ggp 160 et issu de la librairie combinatoire d'anticorps 
fabrique a partir de lymphocytes d'un sujet "long term non progressor" (■) et a un 
anticorps IgG non specifique d'antigene d'enveloppe du HIV (•), ces deux anticorps 
etant prealablement fixes sur des plaques ELISA. L'intensite de la fixation est 



WO 99/66046 PCT/FR99/01 409 

16 

proportionnelle a la valeur de la densite optique (D.O.) obtenue par ELISA. 

La presente invention est decrite plus en detail ci apres a I'aide du 
complement de description qui va suivre, qui se refere a des exemples de selection 
d'anticorps diriges contre Penveloppe du HIV, de selection de peptides selon 
Tinvention, de synthese de peptides selon 1'invention, d'induction d'anticorps 
specifiques de peptides selon I'invention, de compositions vaccinales selon 
('invention et d'utilisation de peptides selon I'invention pour le diagnostic de Tinfection 
a HIV. II va de soi, toutefois que ces exemples sont donnes a titre d'illustration de 
Fobjet.de I'invention dont ils ne constituent en aucune matiere une limitation. 

Exemple 1: Selection de peptides 

La fabrication d'anticorps recombinants utilisant des methodes de biologie 
moleculaire se sont largement developpees depuis les dix dernieres annees et sont 
maintenant bien connues de I'homme du metier. II est aussi connu que la specificite 
d'un anticorps recombinant est portee essentiellement par les CDR3 des chaines 
legeres et lourdes . La connaissance de I' enchancement en acides amines qui 
represente le CDR3 et de la structure du squelette des chaines lourdes et legeres 
d'un anticorps donne est suffisante pour que Phomme de metier puisse reproduire et 
reconstituer un anticorps recombinant equivalent ayant les memes caracteristiques 
de reconnaissance dudit anticorps. 

Les sequences codant pour les parties de chaines lourdes et iegere des 
molecules Fab selectionnees peuvent etre isoiees et synthetisees, et donees 
dans tout vecteur ou replicon permettant leur expression. 

Tout systeme d'expression approprie peut etre utilise, par exemple 
bacteries, levures, cellules d'insecte, d'amphibien et de mammifere. Les systemes 
d'expression dans la bacterie incluent ceux decrits dans Chang et al. (1978) Nature 
275: 615, Goeddel et al. (1979) Nature 281 : 544, Goeddel et al. (1980) Nucleic 
Acids Res. 8 : 4057, EP-A-36,776, US-A-4,551,433, deBoer et al. (1983) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 80 : 21-25, and Siebenlist et al. (1980) Cell 20 : 269. Les systeme 
d'expression dans les levures incluent ceux decrit dans Hinnen et al. (1978) Proc. 
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Natl. Acad. Sci. USA 75 : 1929, Ito et al. (1983) J. Bacteriol. 153 : 163. Kurtz et al. 
(1986) Mol. Cell. Biol. 6: 142, Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25: 141, 
Gleeson et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132 : 3459, Roggenkamp et al. (1986) Mol. 
Gen. Genet. 202 : 302. Das et al. (1984) J. Bacteriol. 158 : 1165, De Louvencourt et 
al. (1983) J. Bacteriol. 154 : 737, Van den Berg et al. (1990) Biotechnology 8 : 
135. Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25 : 141. Cregg et al. (1985) Mol. Cell. 
Biol. 5 : 3376, US-A- 4,837,148 et 4,929,555, Beach et al. (1981) Nature 300 : 706, 
Davidow et al. (1985) Curr. Genet. 10 : 380, Gaillardin et al. (1985) Curr. Genet. 10 : 
49, Ballance et al. (1983) Biochem. Biophys. Res. Comrhun. 112 : 284-289, Tilburn 
et al. (1983) Gene 26 : 205-221, Yelton et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 : 
1470-1474, Kelly et al. (1985) EMBO J. 4 : 475479; EP-A-244,234 et WO-A- 
91/00357.. L'expression de genes heterologues dans les insectes peut etre realisee 
comme decrit dans US-A-4,745,051 , EP-A-1 27,839 et EP-A-1 55,476, Vlak et al. 
(1988) J. Gen. Virol. 69 : 765-776, Miller et al. (1988) Ann. Rev. Microbiol. 42 : 177. 
Carbonell et al. (1988) Gene 73 : 409, Maeda et al. (1985) Nature 315 : 592-594, 
Lebacq-Verheyden et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8 : 3129, Smith et al. (1985) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 82 : 8404, Miyajima et al. (1987) Gene 58 : 273, et Martin et ai: 
(1988) DNA 7: 99.. De nombreux souches et variants de baculovirus et cellules 
d'insectes permissives sont decrits dans Luckow et al. (1988) Bio/Technology 6 : 47- 
55, Miller et al. (1986) GENERIC ENGINEERING , Setlow, J.K. et al. Eds. Vol. 8. 
Plenum Publishing, pp. 277-279. and Maeda et al. (1985) Nature 315 : 592-594:. 
L'expression en cellules de mammifere peut etre realisee comme decrit dans 
Dijkema et al. (1985) EMBO J. 4 : 761, Gorman et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 79 : 6777, Boshart et al. (1985) Cell 41 : 521, et US-A-4.399,216. On peut 
aussi se reporter a Ham et al. (1979) Meth. Enz. 58 : 44, Barnes et al. (1980) Anal. 
Biochem.. 102 : 255, US-A-4,767.704, 4,657,866 ; 4,927.762 ; 4.560.655 ; brevet US 
RE 30.985, WO-A-90/1 03430 et WO-A-87/00195. 

Les lymphocytes du sang peripherique provenant d'un sujet ayant ete 
infecte par le virus HIV et appartenant au groupe des "long-term non progressors", 
sont utilises pour produire la librairie combinatoire d'anticorps. L'ADNc des 
lymphocytes est obtenu a partir de TARN en utilisant une methodologie 
developpee par Sodoyer R. et al. (1997) Human Antibodies 8: 37. La librairie de 
chaines lourdes et legeres est construite en utilisant les phagemides pVH (pM 
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831) et pVL (pM452). Les deux librairies sont ensuite associees de fa?on 
"Random" par sous clonage des genes VL dans la librairie de chaTnes lourdes. La 
librairie de phagemides obtenue est ensuite infectee par le phage helper M13 
VCS permettant ainsi I'expressi.on des Fab a la surface des phages. Apr§s 
selection des phages exprimant les Fab a leur surface par "panning" contre la 
proteine Gp 160, on determine la sequence nucleotidique des Fab recombinants 
exprimes par les isolats positifs et notamment les sequences CDR3 portees par 
les fragments de chaTnes lourdes et legeres. 

Un des anticorps recombinants specifiques de la Gp 160 provenant de 
cette banque combinatoire est ensuite utilise pour selectionner les sequences 
peptidiques SEQ NO:1 a SEQ NO: 11 a partir d'une banque de phages 
commercialement disponible exprimant des peptides de fagon random (pHD7, 
NEB) en operant de la fa?on suivante: 

1,4 10 11 phages sont incubes avec 30 ou 300ng de Tanticorps recombinant selon 
Texemple 1 dans 200 pi de PBS-0,1% tween 20 pendant 20 min a 20°C. Le 
melange est transfere dans un tube contenant 50pl de proteine G couptee a des 
billes de sepharose prealablement equilibrees pendant 1 heure dans 1 ml de PBS- 
0,1% tween 20 contenant 5% de lait ecreme. Apres une nouvelle incubation de 20 
min, les billes sont centrifugees et lavees 3 fois par 1ml de PBS-0,1% tween 20. Au 
4 eme lavage, les billes sont reprises par du PBS-0,1% tween 20 contenant 5% de lait 
ecreme, incubees 10 min, centrifugees et rincees a nouveau 3 fois par du PBS- 
0,1% tween 20. Apres la derniere centrifugation les billes sont reprises dans 1 ml de 
glycine-HCI 0,2 M, pH=2 t 2, incubees 10min a 20°C et centrifugees. Le surnageant 
est transfere dans un tube contenant 60 pi de Tris base 2M pH=7 ( 5, de fa?on a 
neutraliser la solution puis incube avec 2 ml de bacteries E. Coli 7118 en phase 
exponentielle de croissance pendant 15 min. Le volume de la culture a ete 
complete a 100 ml avec du milieu LB, et I'incubation a ete poursuivie 4h a 37°C. 
Apres une centrifugation destinee a eliminer les bacteries, les phages sont 
precipites par addition de 25 ml de PEG 20%-NaCI 2.5M dans le surnageant de 
culture pendant une nuit a 4°C. Apres centrifugation (10 000 rpm, 20 mn, 4°C) le 
culot de phages est repris dans 1 ml de PBS-0,1% tween 20-1% lait ecreme, et 
titre. Le criblage est complet lorsque I'ensemble du processus a ete repete 3 a 4 
fois. 
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Pour completer la selection des phages exprimant les sequences 
peptidiques 1 a 1 1 on les a egalement testes par ELISA comme suit: 
0,2 mg d'anticorps recombinant specifique de la Gp 160 ou d'anticorps qui n'a pas 
de specificite pour un antigene de I'enveloppe du HIV nomme "temoin Ig", dilues 
5 dans 50 ul de PBS, est depose dans chaque puits d'une plaque ELISA suivi d'une 

incubation pendant 1 nuit a 4°C. Apres remplacement de la solution d'anticorps 
par 0,1 ml de PBS-0.1% tween 20 (PBST) contenant 5 % de lait ecreme et 
incubation pendant 1h a 37°C,et realisation d'une gamme de dilution de raison 2 
sur les phages exprimant les sequences peptidiques, SEQ ID NO:1 a SEQ ID 
10 NO: 1 1 en PBST-1% lait ecreme, les differentes dilutions realisees sont distribues 

dans les puits sensibilises soit par I'anticorps recombinant specifique selon 
Texemple 1 , soit par le temoin Ig. Au bout de 2 h a 37°C, les phages sont retires 
par aspiration des dilutions puis les puits laves 10 fois avec 0,2 ml de PBST. Les 
puits sont ensuite incubes 1h a 37°C avec une solution au 1 :1000 en PBST-1% 
15 lait d'un anticorps biotinyle dirige contre le phage fd (SIGMA). Apres une nouvelle 

serie de lavages en PBST-1% lait, un complexe streptavidine-peroxydase 
(SIGMA) dilue au 1 :2000 en PBST est ajoute dans chaque puits suivi par une 
incubation d' 1 h a temperature ambiante et de lavages en PBST-1% lait. L'activite 
enzymatique de la peroxydase est revelee, classiquement, par addition d'une 
20 solution d'OPD diluee a 1mg/ml en tampon citrate de sodium. L'intensite de 

coloration de la solution d'OPD est ensuite mesuree au spectrophotometre, puis 
les courbes de D.O. (densite optique) sont etablis en fonction de la dilution de 
phages. Les courbes des figures 1 a 5 montrent, a titre d'exemple, que les phages 
exprimant les sequences peptidiques, SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 11 se fixent 
2 5 bien sur I'anticorps recombinant specifique ( D.O. > 0,6 observee pour au moins 

une dilution de phages) tandis qu'il n'y a pas de fixation significative sur le temoin 
Ig ( D.O. < 0,3 quelque soit la dilution de phages testee dans la gamme de dilution 
allant de 5 10 11 phages/puits a 4,8 10 8 phages/puits). Les phages positifs, c'est a 
dire ceux qui se ftxent specifiquement a I'anticorps recombinant specifique sont 
30 amplifies dans E. Coli . Des mini preparations d'ADN phagiques sont realisees 

selon les procedures decrites dans les ouvrages de Maniatis , I'ADN est sequence a 
I'aide d'un sequenceur automatique a partir duquel on en deduit la sequence du 
peptide exprime par le phage. 
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Exemple 2: Synthese de peptides 

Les peptides des SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:1 1, sont synthetises en phase 
solide en se referant aux methodologies developpees dans les ouvrages Solid 
phase peptide synthesis: a practical approach, IRL Press, Oxford, 1989 et Solid 
phase peptide synthesis, second edition, publie par Pierce Chemical Company, 
1984. 

La fonction a aminee des acides amines est protegee par introduction d'un 
groupement t-butyloxycarbonyl (t-boc) permettant ainsi un accouplement par la 
fonction carboxylique de I'acide amine a une resine chloromethylee active. Apres 
fixation sur la resine, la fonction amine est "deprotegee" par action de I'acide 
trifluoroacetique suivi d'une etape de neutralisation par la triethylamine. La fonction 
amine ainsi liberee subit ensuite une reaction d'accouplement avec un autre acide 
amine sous forme de derive t-boc par I'intermediaire de carbodiimides. Ce procede 
est mis en oeuvre par ('automate ABI (Applied Biosystem Inc) 430A qui realise ainsi 
la synthese automatique de peptides. A la fin de la synthese, le peptide est 
decroche de la resine par action de I'acide fluorhydrique. L'extrait est ensuite purifie 
par HPLC en phase reverse en utilisant une colonne semi preparative de type Vydac 
C4 et un gradient d'acetonitrile allant de 15 a 55% dans une solution d'acide 
trifuoroacetique a 0,1%. La chromatographic liquide est programmee pour une 
periode de 40 min avec un debit de 2 ml/min. Le taux de purete des peptides est 
controle par chromatographie analytique et depasse 95%. 

Exemple 3: Induction d'anticorps specifiques 

1 ) Induction d'anticorps chez les cobayes et lapins 

Les peptides des SEQ ID NO : 1 a 6, presentes sur des phages sont injectes a des 
cobayes et lapins : 2 injections de 100 microlitres par voie intraveineuse, a 3 
semaines d'intervalle suivie d'une saignee finale 15 jours apres la 2 6me injection. Les 
serums sont testes en ELISA contre la gp160 et Ton observe une reaction contre la 
glycoproteine. Ces peptides sont done susceptibles d'induire une reponse contre la 
gp160. 
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2) Induction d'anticorps chez la souris 

Les differents isolats de phages exprimant les peptides definis par les SEQ ID NO:7 
a SEQ ID NO: 11 sont purifies sur gradient de chlorure de cesium. On identifie 
ensuite 5 groupes de souris BaLB/c. Chaque groupe est immunise par voie intra- 
peritonSale, 3 fois a 3 semaines d'intervalle avec un seul type d'isolat purifie 
exprimant soit la SEQ ID NO:7, soit la SEQ ID NO:8 soit la SEQ ID NO:9 soit la 
SEQ ID NO: 10 soit la SEQ ID NO: 11 a raison de 10 12 phages purifies par injection. 
Pour comparer les reponses anticorps, nous avons introduits 2 groupes de souris 
supplementaires, le premier groupe recevant 3 injections de 10 12 phages exprimant 
des peptides ne mimant pas d'epitopes conformationnels de I'enveloppe du HIV 
(phages irrelevants), le deuxieme recevant 3 injections de 5 pg de proteine Gp160. 
Nous avons aussi introduit un 8 6me groupe de souris qui a re?u un melange d'isolats 
de phages, comprenant a parties egales des phages exprimant les SEQ ID NO:7, 
SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10 et SEQ ID NO:11. Quelques souris de 
ce groupe ainsi que quelques souris du groupe immunise avec les phages 
irrelevants ont regu une 4 feme injection de 5 pg de Gp 160, 3 semaines apres la 3 6me 
injection. L'analyse de la reponse anticorps specifique est realise sur le serum des 
souris de chaque groupe preleves 15 jours apres chaque injection. L'analyse de la 
reponse anticorps specifique comprend la detection d'anticorps anti gp 160 par 
ELISA a Taide de plaques sensibiiisees avec la proteine Gp 160 en utilisant une 
procedure similaire a celle decrite dans I'exemple 1 et la recherche d'anticorps 
neutralisants. Pour la recherche d'anticorps neutralisants on determine la dilution de 
serum qui empeche la formation de syncytia dans 50% des micropuits infectes par 
10 CCIDso d'une souche de virus HIV. Apres decomplementation des serums et 
realisation d'une gamme de dilution de raison 2 en milieu RPMI, on melange 500pl 
de la suspension de virus HIV titrant 10 2 ' 5 CCID 5 o/ml avec 500pl des differentes 
dilutions de serums. Apres une incubation de 2 heures a 37°C, le melange est 
depose sous un volume de 100|jl sur des cellules CEMss prealablement fixees dans 
des micropuits (6 micropuits /dilution de serum). Apres 1 heure de contact a 37°C 
avec les cellules CEMss, le melange est aspire et remplace par du milieu de culture. 
Apres 7 et 14 jours d'incubation, les cultures sont examinees au microscope pour le 
denombrement des syncytia. Le titre neutralisant de 50% est determine selon la 
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methode de Spearman et Karber. On observe une bonne production d'anticorps 
chez les souris du 8 6me groupe qui a ete immunisee avec le melange d'isolats de 
phages exprimant les differentes sequences peptidiques (SEQ ID NO:7 a SEQ ID 
NO:11) 

Exemple 4: formulations vaccinates 

Un peptide ayant Tune des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites 
dans I'exemple 1 et produit par synthese chimique selon I'exemple 2 ou obtenu a 
partir du produit d'expression d'un vecteur recombinant et notamment d'un 
baculovirus recombinant en utilisant les techniques developpees par Smith et al 
(USA 4,745,051). Des emulsions eau dans huile sont ensuite preparees en utilisant 
le squalene comme constituant de la phase organique, le tween 80 ou un melange 
de tween 80 et de SPAN comme surfactant, la phase aqueuse contenant la solution 
de peptide. Lorsque Fhydophobicite du peptide est tres importante, on procede a la 
realisation d' emulsions huile dans eau dans lesquelles le peptide sera associe a la 
phase organique. Au besoin des immunostimulants comme le QS 21, des derives 
du MPL, ou tout autre adjuvant sont incorpores dans la preparation de ces 
emulsions. On utilise cette formulation pour la preparation d'une composition 
vaccinale destinee a la prevention ou au traitement de I'infection a virus HIV. 

Exemple 5: Formulations vaccinates 

On prepare une formulation vaccinale a base de liposomes comprenant un peptide 
ayant Tune des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites dans I'exemple 
1 et produit par synthese chimique selon I'exemple 2 en se referant aux ouvrages 
tels que " Liposomes as Drug Carriers " edite par G. Gregoriadis, 1988, ou aux 
volumes 1 a 3 de "Liposome Technology edite par G. Gregoriadis, 1984. On utilise 
cette formulation pour la preparation d'une composition vaccinale destinee a la 
prevention ou au traitement de Tinfection a virus HIV. 

Exemple 6: Formulations vaccinates 

On prepare une formulation vaccinale a base d'ISCOMs contenant un peptide ayant 
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I'une des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites dans I'exemple 1 et 
produit par synthese chimique selon I'exemple 2 en se referant a B Morein et al , 
1984, Nature 308:457 ou B Morein et al Immunology toDay, 1987 t 8(11):333. 



Exemple 7: Formulations vaccinales 

On prepare une formulation a base de micro particules comprenant un peptide 
ayant I'une des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites dans I'exemple 
1 et produit par synthese chimique selon I'exemple 2 mimant un epitope 
conformationnel de I'enveloppe du HIV. Pour la preparation de micro particules ou 
de nanoparticules, de nombreux polymeres synthetiques ou naturels sont utilises 
comme le polymere de methyl metacrylate (T roster S.D. et al, 1992, J. Micro- 
encaps. 9:19) mais souvent le poly (d, 1-lactide- co-glycolide) encore appele PLGA 
est le referent du fait de sa biodegradabilite, de son innocuite et de ses applications 
deja ancienne dans le domaine medical. Les micro particules de PLGA chargees en 
peptides sont preparees notamment par double emulsion eau dans huile dans eau. 
Le peptide est solubilise en phase aqueuse puis emulsionne dans une solution de 
PLGA en phase organique comme le dichloromethane. L'emulsion eau dans huile 
est obtenue par agitation a haute vitesse de la solution de peptide dans la solution 
organique de PLGA. Puis une seconde phase aqueuse contenant une concentration 
appropriee de surfactant tel que I'alcool polyvinylique est ajoutee a la premiere 
emulsion pour realiser ainsi la double emulsion. D'autres surfactants sont egalernent 
utilises comme .les sels biliaires ou le poly (oxyethylene glycerol monoleate ) pour 
stabiliser la double emulsion (Rafati H et al., 1997, Vaccine 15: 1888). Apres 
agitation pendant une nuit pour permettre I'evaporation du solvant , les micro 
particules de PLGA sont lavees plusieurs fois dans I'eau distillee puis lyophilisee et 
gardees a 5°C. On utilise cette formulation pour la preparation d'une composition 
vaccinale destinee a la prevention ou au traitement de I'infection a virus HIV. 

Exemple 8: Composition vaccinale 

Les peptides qui comportent moins de 20 acides amines peuvent etre faiblement 
immunogeniques . Pour augmenter P immunogenicite des peptides ayant I'une des 
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sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites dans I'exemple 1 et produit par 
synthese chimique selon I'exemple 2, on prepare une formulation vaccinale a base 
de polymeres du meme peptide ou de peptides differents, sous forme d'octameres 
comprenant une structure poly-lysine ramifiee a 8 bras lateraux sur lesquels sont 
fixes le meme peptide ou des peptides differents selon I'exemple 1 en mettant en 
ceuvre le procede developpe par Posnett D.N et al. (1988) J. Biol. Chem. 263 : 
1719. On utilise cette formulation pour la preparation d'une composition vaccinate 
destinee a la prevention ou au traitement de I'infection a virus HIV. 



Exemple 9: Composition vaccinate 

On realise une composition vaccinate comprenant un peptide ayant Tune des 
sequences SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 ou SEQ ID NO:4 decrites dans I'exemple 1 
et produit par synthese chimique selon I'exemple 2, selon I'exemple 2 encadre par 
les 2 epitopes T helper P24E et T du virus HIV, ces 2 epitopes jouant le role de 
molecule porteuse et renfor^ant ainsi I'immunogenicite du peptide. La reaction 
d'accouplement du peptide a ces 2 epitopes T helper se fait en 2 temps selon des 
procedes classiques bien connus de Thomme de metier. Dans un premier temps on 
realise I'accouplement de la partie N terminate du peptide avec la partie C terminate 
de la sequence peptidique representant I'epitope p24E en intercalant un 
espacement constitue de la sequence glycine- proline- glycine. Puis dans un 
deuxieme temps on realise Taccouplement de la partie C terminate du produit 
intermediate avec la partie N terminate de la sequence peptidique representant 
('epitope T1 en intercalant la meme sequence glycine- proline- glycine pour obtenir 
ie produit final. On utilise cette formulation pour la preparation d'une composition 
vaccinate destinee a la prevention ou au traitement de I'infection a virus HIV. 

Exemple 10: Composition vaccinate comprenant un lipopeptide 

On prepare une formulation vaccinate comprenant un peptide ayant Tune des 
sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites dans I'exemple 1 et produit par 
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synthese chimique selon Texemple 2 couple a une ou plusieurs chaines derives 
d'acides gras parmi lesquels la N e palmitoyi-lysine, la N,N-dipalmitoyl-lysine ( le 
pimelautide, le trimexautide ou a un groupement steroTdien parmi lesquels le 
N e [(cholest-5-enyl-3-oxy)-acetyl)]-lysine ou I'acide (cholest-5-enyl-3-oxy) acetique 
selon le procede decrit dans le brevet EP0491628 (INSERM) de fa?on a obtenir un 
lipopeptide. On utilise cette formulation pour la preparation d'une composition 
vaccinale destinee a la prevention ou au traitement de Tinfection a virus HIV. 



Exemple 1 1 : Expression des peptides par des poxvirus 

On prepare une composition vaccinale comprenant un poxvirus recombinant codant 
pour un peptide ayant Tune des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites 
dans Texemple 1 mimant un epitope conformationnel de Tenveloppe du HIV. Les 
poxvirus recombinants sont obtenus par recombinaison homologue a partir de 
cellules embryonnaires de poulet infectees par les poxvirus et co-transfectees avec 
des plasmides contenant une cassette d'expression, flanquee aux extremites de 
sequences d'ADN homologues a celles de regions non essentielles de I'ADN des 
poxvirus, et renfermant, sous la dependance de promotteurs des poxvirus ( H6, I3L), 
le poly nucleotide qui code pour le peptide selon Texemple 2 en utilisant les 
precedes decrits dans les brevets US 4,769,330, 4,772,848, 4,603,112, 5,100,587, 
5,179,993 et 5,863,542. On utilise ces poxvirus recombinants pour la preparation 
d'une composition vaccinale destinee a la prevention ou au traitement de I'infection 
a virus HIV. 



Exemple 12: Expression de plusieurs peptides par un poxvirus 

On prepare une composition vaccinale comprenant un poxvirus recombinant codant 
pour plusieurs peptides ayant I'une des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 
decrites dans Texemple 1 mimant plusieurs epitopes conformationnels de 
Tenveloppe du HIV. ^utilisation et la preparation de vecteurs recombinants codant 
pour plusieurs epitopes est bien connu de Thomme de metier ( Toes RE et al. 



WO 99/66046 



26 



PCT/FR99/01409 



(1997) Proc. Natl. Acad. ScL USA 94: 14660 , Thomson SA et al. (1996) J. 
Immunol. 157: 822) et est applicable aussi a la preparation de poxvirus 
recombinants codant pour des mimotopes multiples . On prepare notamment une 
composition vaccinale comprenant un canaripox recombinant ( ALVAC recombinant) 
codant pour des mimotopes multiples de I'enveloppe du HIV. On utilise ces poxvirus 
recombinants pour la preparation d'une composition vaccinale destinee a la 
prevention ou au traitement de I'infection a virus HIV. 



Exemple 13: Combinaisons de peptides 

On prepare une composition vaccinale comprenant plusieurs peptides ayant Tune 
des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 decrites dans Fexemple 1 en 
utilisant les differents modes de preparation decrits dans les exemples 2 a 12 
mirnant plusieurs epitopes conformationnels de I'enveloppe du HIV. On utilise ces 
differentes compositions pour la preparation d'une composition vaccinale destinee a 
la prevention ou au traitement de I'infection a virus HIV. 



Exemple 13: Diagnostic 

On met en oeuvre une detection d'anticorps specifiques du HIV par ELISA en 
utilisant un ou plusieurs peptides ayant Tune des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ 
ID NO:11 decrites dans I'exemple 1 et produit par synthese chimique selon 
I'exernple 2 pour le diagnostic de I'infection a HIV a partir d'un echantillon biologique 
De maniere generale, on preleve un echantillon de fluide physiologique (sang, 
plasma, serum), echantillon que Ton fait ensuite reagir en presence d'un peptide 
seion Pinvention. 

Pour ce faire, on utilise le peptide lui-meme comme reactif de diagnostic. On 
recourt generalement 

-soit a un test de diagnostic indirect, de type ELISA dans lequel le peptide fixe sur 
un support ( puits) est mis en presence de I'echantillon a tester, tandis que la 
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revelation de la fixation antigene-anticorps est assuree par un anti-lg marque. 

-soit a un test par competition ou de deplacement, dans lequel on utilise un peptide 

selon Tinvention, et un anticorps marque specifique du peptide. Le peptide est la 

aussi fixe a un support solide te! que puits, bandelettes. Dans le test de 

competition, on met le peptide simultanement en presence de I'echantillon 

(anticorps de I'echantillon) et d'un anticorps marque specifique du peptide. 

Les anticorps marques a la peroxydase sont generalement utilises. 

Dans le test de competition ou de deplacement on utilise generalement des 

anticorps monoclonaux et polyclonaux ou anticorps recombinants specifiques du 

peptide selon Tinvention, qui sont parfois des fragments Fab ou F(ab) 2 et en 

particulier ceux decrits dans Tinvention. 

Exemple 14: Diagnostic 

On met en ceuvre une detection d'anticorps specifiques du HIV par 
immunochromatographie en utilisant un ou plusieurs peptides selon Tinvention pour 
le diagnostic de Tinfection a HIV a partir d'un echantillon biologique 
Dans ce cas le peptide selon ('invention est fixe sur un support de type bandelette et 
on se refere a Tarticle de Robert F.N Zurk et al., Clin. Chem. 31/7, 1144-1150 
(1985) ainsi qu'aux brevets ou demandes de brevet WO-A-88/08 534, WO-A- 
91/12528, EP-A-291 176, EP-A-299 428, EP-A-291 194, EP-A-284 232, US-A-5 120 
643, US-A-5 030 558, US-A-5 266 497, US-A-4 740 468, US-A-5 266 497, US-A-4 
855 240, US-A-5 451 504, US-A-5 141 850, US-A-5 232 835 et US-A-5 238 652 
pour mettre en ceuvre le procede. 

Exemple 15 : Diagnostic 

Etude de la reponse lymphoproliferative specifique a un ou plusieurs peptides selon 
Tinvention pour le diagnostic de Tinfection a virus HIV a partir d'un echantillon 
biologique. 

Le sang du patient est recueilli sur tube heparine . Les lymphocytes sont ensuite 
separes par centifugation sur Ficoll hypaque puis distribues en microplaques 96 
puits steriles a raison de 2 1 0 5 cellules par puits a fond rond sous un volume final de 
200pl de milieu de culture complet ( RPMI 1640 supplements par 25mM HEPES, 
2mM L-glutamine , 50U/ml de penicilline, 50yg/ml de streptomycine et 5% de serum 
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AB decomplemente) et mis en presence de concentrations variables d 1 un ou 
piusieurs peptides ayant Tune des sequences SEQ ID NO:1 a SEQ ID NO:11 
decrites dans I'exemple 1 et produit par synthese chimique selon I'exemple 2 
(concentrations allant de 1ng/ml a 50jjg/ml). Chaque concentration de peptide est 
teste en triplicatte pour s'affranchir au mieux des variations biologiques. Des 
combinaisons multiples de peptides peuvent etre egalement testes dans la gamme 
de concentration indiquee, par exemple une combinaison resultant de I'association 
d'un mimotope de I'enveloppe avec un mimotope de la nucleocapside dans la 
gamme de concentration indiquee. Apres 5 jours de culture a 37 °c sous 5% C02, 
0,5pci de thymidine tritiee est ajoute a chaque puits. Apres une nouvelle incubation 
de 16 heures, on recueille I'ADN cellulaire de chaque puits de culture sur des filtres 
apres precipitation a I'ethanol et on mesure le taux d'incorporation de thymidine 
tritiee a I'aide d'un compteur a scintillation liquide qui reflete Tintensite de la reponse 
lymphoproliferative. Les resultats sont exprimes sous la forme d'index de stimulation 
(moyenne des cpm des puits de culture lymphocytaire contenant une concentration 
donne en peptide/ moyenne des cpm des puits de culture lymphocytaire sans 
peptide). La reponse lymphoproliferative est consideree comme positive lorsque 
I'index de stimulation est superieur a 3. 
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Revendications 

1) Peptide pour la prevention ou le traitement therapeutique de I'infection a virus HIV 
capable d'interagir avec un anticorps specifique d'un antigene de I'enveloppe dudit 
virus et provenant d'un patient HIV positif et appartenant au groupe des "long term 
non progressor" , comprenant une sequence en acides amines qui mime un epitope 
conformationnel d'un antigene de ladite enveloppe sans toutefois corresponds a une 
sequence continue d'acides amines de cet antigene. 

2) Peptide selon la revendication 1, selon laquelle I'antigene de I'enveloppe est 
represents par la proteine d'enveloppe gp160. 



3) peptide selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ce peptide peut 

comprendre les sequences 1 a 1 1 

1 5 SEQ ID NO : 1 Phe Asn Leu Thr His Phe Leu 

SEQ ID NO: 2 Glu Gly Trp His Ala His Thr 

SEQ ID NO : 3 Lys Leu Asn Trp Met Phe Thr 

SEQ ID NO : 4 Ser Thr Asn Trp Met Phe Thr 

SEQ ID NO : 5 Ala Met Pro Leu Pro Tyr Thr Phe 

2 0 SEQ ID NO : 6 Asp Ser His Thr Pro Gin Arg 

SEQ ID NO : 7 Val Ser Phe Thr Pro Ser Phe 

SEQ ID NO : 8 His Ala Ala Leu Ser Met Asn Thr His Ala Leu Met 

SEQ ID NO : 9 Ala Trp His Glu Ser Arg Ala 

SEQ ID NO : 10 Phe Lys Thr Ala Tyr Pro Thr 

2 5 SEQ ID NO : 1 1 Ser His Ala Leu Pro Leu Thr Trp Ser Thr Aia Ala 



4) Peptide comprenant I'enchainement d'au moins deux peptides selon Tune des 
revendications 1 a 3. 

30 

5) Peptide selon la revendication 4 comprenant la duplication de peptides identiques. 

6) Peptide selon la revendication 5 dans laquelle I'accouplement des deux peptides se 
fait au moyen d'un bras "espaceur" constitue de la sequence en acides amines Gly 

3 5 Pro Gly 
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7) Conjugue comprenant au moins un peptide selon Tune des revendications 1 a 6 lie a 
une molecule porteuse pour induire ou renforcer I'immunogenicite dudit peptide. 

5 8) Conjugue selon la revendication 7 selon laquelle la molecule porteuse comprend au 
moins un epitope T helper du virus HIV. 

9) Conjugue selon la revendication 8 dont la molecule porteuse comprend ('epitope p24E 
et T1 du virus HIV 

10 

10) Conjugue selon la revendication 9, comprenant un peptide resultant de la duplication 
des sequences NO:1, NO:3 ou NO:4 selon la revendication 6, ledit peptide etant lie du 
cote N terminal a ('epitope p24E et du cote C terminal a I'epitope T1 par I'intermediaire 
de 2 bras "espaceurs". 

15 

11) Conjugue selon la revendication 10, caracterise en ce que les 2 bras espaceurs sont 
identiques et sont constitues de I'enchaTnement Gly Pro Gly et qu'il comprend au 
choix Tune des sequences 12 a 14 

SEQ ID NO : 12 Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys 
20 Gly Pro Gly Lys Leu Asn Trp Met Phe Thr Gly Pro Gly Lys Leu Asn 

Trp Met Phe Thr Gly Pro Gly lys Gin lie lie Asn Met Trp Gin Glu Val 
Glu Lys Ala Met Tyr Ala 



SEQ ID NO : 13 Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Gly 
25 Pro Gly Ser Thr Asn Trp Met Phe Thr Gly Pro Gly Ser Thr Asn 

Trp Met Phe Thr Gly Pro Gly lys Gin lie lie Asn Met Trp Gin Glu Val 
Glu Lys Ala Met Tyr Ala 



SEQ ID NO : 14 Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Gly 
30 Pro Gly Phe Asn Leu Thr His Phe Leu Gly Pro Gly Phe Asn Leu 

Thr His Phe Leu Gly Pro Gly Lys Gin He lie Asn Met Trp Gin Glu 
Val Glu Lys Ala Met Tyr Ala 
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12)Vecteur recombinant comprenant une cassette d'expression fonctionnelle permettant 
I'expression d'un poly nucleotide codant pour un peptide selon Tune des 
revendications 1 d 1 1 

5 13)Vecteur recombinant selon la revendication 12, caracterise en ce qu'il est un 
adenovirus, un poxvirus, un baculovirus, un bacteriophage ou un plasmide. 

14) Composition th6rapeutique ou prophylactique pour I'infection a HIV, notamment 
destine a un usage vaccinal, dont le principe actif comprend un peptide selon Tune 

10 des revendications 1 a 11 et/ou un vecteur recombinant codant pour ledit peptide 
selon Tune des revendications 12 et 13. 

15) Composition selon la revendication 14 dont le principe actif est sous la forme d'une 
formulation associee a un adjuvant compatible pour r administration d'une dose 

1 5 efficace par voie muqueuse ou parenterale. 

16) Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 a 11 et/ou d'un vecteur 
recombinant selon Tune des revendications 12 et 13 en tant que reactif pour le 
diagnostic du HIV, ledit diagnostic comprenant revaluation, a partir d'un echantillon de 

20 sang, de la reponse humorale et/ou a mediation cellulaire specifique de ce peptide. 

1 7) Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 a 11 et/ou d'un vecteur 
recombinant selon Tune des revendications 12 et 13 en tant que reactif pour le 
diagnostic de la susceptibilite de sujets infectes par le virus HIV, a developper 

25 rapidement un SIDA. 

18) Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 a 11 et/ou d'un vecteur 
recombinant selon Tune des revendications 12 et 13 pour la preparation d'une 
composition therapeutique ou prophylactique, destinee au traitement ou a la 

30 prevention de I'infection a HIV. 

19) Utilisation d'un peptide selon I'une des revendications 1 a 11 et/ou d'un vecteur 
recombinant selon I'une des revendications 12et 13 pour stimuler in vitro les cellules 
du systeme immunitaire d'un individu, ies dites cellules etant ensuite destinees a etre 

35 reinjectees dans Porganisme de I'individu apres stimulation. 
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<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Mimotope peptidique du HIV 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle :mimotope 

HIV 
<400> 1 

Phe Asn Leu Thr His Phe Leu 
1 5 



<210> 2 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<22 3> Description de la sequence artificielle: mimotope 
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HIV 
<400> 4 

Ser Thr Asn Trp Met Phe Thr 
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